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Abstract 

Alpha-amylases are the most important and widely used amylases in industry. Among alpha-amylases, 

thermophilic strains are of particular importance due to their stability and activity at high temperatures. In this 

study, sampling, isolation, and screening of alpha-amylase-producing bacterial strains, identification of the 

isolated bacterial strain, measurement of enzyme activity, measurement of alpha-amylase activity, effect of 

different carbon sources on alpha-amylase enzyme production, investigation of the effect of pH on alpha-amylase 

enzyme production, investigation of alpha-amylase enzyme thermal activity, investigation of alpha-amylase 

enzyme thermal stability were performed, respectively. Based on the results of screening in special liquid and 

solid media, two strains with codes TSG59 and TSG70 were selected as superior strains. Molecular biochemical 

identification showed that TSG59 and TSG70 had the highest similarity to Bacillus licheniformis. The results of 

the optimization of the enzyme production medium showed that the production of bi-strain alpha-amylase TSG59 

and TSG70 was highest in a medium containing 5 g/L starch, 2 g/L peptone, 1 g/L calcium chloride and pH 5, 

respectively, and in a medium containing 5 g/L starch, 2 g/L ammonium chloride, 1 g/L calcium chloride and pH 

8. The maximum activity and stability of alpha-amylase TSG59 was observed at a temperature of 50 degrees 

Celsius, and for alpha-amylase TSG70, respectively, 60 and 70 degrees Celsius were achieved, the thermal 

stability of both TSG59 and TSG70 was improved by adding 20 mM calcium chloride.  

. 
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EXTENDED ABSTRACT  

Introduction: Thermophilic microorganisms are organisms that are compatible with optimal growth at high 

temperatures (above 55 degrees Celsius) and have been isolated from marine and terrestrial locations with high 

temperatures. The most common of these places are hot springs and deserts. Thermophilic microorganisms are 

known as a source of enzymes that show high resistance both chemically and physiologically and are able to 

catalyze chemical reactions at higher temperatures than the enzymes of mesophilic microorganisms. One of the 

important points about thermophilic microorganisms is the ability to produce thermophilic amylolytic enzymes 

with high efficiency, which are used in starch processing and sugar production, textile industry, and detergents. 

Alpha-amylases are one of the most common and important industrial amylases that randomly cleave α (4→1) 

bond between adjacent glucose units in the linear chain of amylose in starch carbohydrates.  

Materials and methods: From the spa springs of Auj city in Qazvin province, 500 ml of water and sediment 

samples were collected from the spring in this area with an approximate temperature of 70 degrees Celsius, inside 

sterile falcons. In order to maintain the temperature in the springs, the falcons were transferred to the laboratory 

inside the flask. 10 ml of spring water was centrifuged at 3000xg for 20 minutes. In order to isolate the bacteria 

producing Gramadost alpha-amylase, at first, 5 ml of the collected samples containing bacteria were added to a 

special liquid medium containing a gram of starch, one gram of potassium dihydrogen phosphate, 2 grams of 

tryptone, 2 grams of ammonium sulfate, 0.05 grams of magnesium sulfate, 0.05 grams of calcium chloride and 

3.13 grams of dihydrogen phosphate per liter of water. Distillation was added to enrich the considered bacteria. 

In order to identify the isolated strains, a number of biochemical-microbial tests such as gram staining, catalase 

test, gelatin hydrolysis test were performed based on the systematic book of foliar bacteriology. In order to confirm 

the hydrolyzability of starch and determine the amount of alpha-amylase enzyme production, alpha-amylase 

enzyme activity was measured based on Bernfeld's method and using dinitrosalicylic acid reagent. For this 

purpose, first, the selected bacteria were pre-cultured in 20 ml nutrient broth medium. To identify the suitable 

carbon source for alpha-amylase enzyme production, the isolated bacterial strain was cultured in the presence of 

different bacterial carbon sources. The effect of pH on the production of alpha-amylase enzyme was measured by 

adjusting the pH of the specific liquid medium in the range of 5-9. The base medium contains one gram of starch, 

one gram of potassium dihydrogen phosphate, 2 grams of tryptone, 2 grams of ammonium sulfate, 0.05 grams of 

magnesium sulfate, 0.05 grams of calcium chloride and 3.13 grams of dihydrogen phosphate per One liter of 

distilled water. After 48 hours of the growth of bacterial strains in these media, 5 ml of the media was centrifuged 

and the enzyme activity of the liquid was measured and the weight of the bacterial deposits was also measured. 0 

milliliters of enzyme and 0.5 milliliters the substrate was incubated in the temperature range of 30-80 degrees 

Celsius for 20 minutes. Then, the reaction was stopped by adding DNS reagent and after placing the reaction 

mixture in the Banmari apparatus for 5 minutes, the absorbance of the mixture was read at 540 nm. At the end, by 

comparing the absorbances obtained with the glucose standard curve and evaluating the produced glucose 

concentration, the temperature activity of the enzyme was measured. To measure the temperature stability of the 

enzyme, first 0.5 ml of the enzyme was placed alone for one hour at temperatures of 30-80 degrees Celsius. 

Enzyme samples after being placed at each temperature, in order to prevent inactivation at room temperature, 

were kept in a refrigerator at 4 degrees Celsius.  

Discussion and conclusion: In the present study, two thermophilic alpha-amylase producing strains named 
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Bacillus licheniformis AT59 and Bacillus licheniformis AT70 were isolated from hot springs located in Qazvin 

province. The activity and stability of the obtained enzymes were investigated in the presence of various factors, 

including temperature, pH, ions and various chemical compounds, and it was determined that the enzyme obtained 

from Bacillus licheniformis AT70 in the temperature range It showed stability from 40 to 70 degrees Celsius and 

it was 100% stable at 70 degrees Celsius. The temperature stability of the enzymes obtained from both sides was 

improved in the presence of calcium ions, while these enzymes are independent of calcium and do not need 

calcium ions for their activity; Therefore, the enzymes obtained in this research, especially the Bacillus 

licheniformis AT70 enzyme, are suitable for use in the starch processing industry, especially in the starch 

liquefaction stage, due to their high temperature stability. Also, the considered enzymes have shown high activity 

in alkaline pHs. The activity of the enzymes in question was observed in the presence of different chemical 

compounds such as SDS, different concentrations of salt and also commercial detergents, which indicates the 

widespread use of these enzymes in different industries. In addition, it was observed that the obtained enzymes 

had the ability to break down raw starch found in agricultural waste such as dates, and therefore this substance is 

suggested as a substrate for the production of alpha-amylase enzyme in the industry will be used. 
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 چکیده

پایداری و  به دلیل  انواع گرمادوست  آلفاآمیلازها، مهمترین و پرکاربردترین آمیلازها در صنعت میباشند. در میان آلفاآمیلازها، 

در این تحقیق، به ترتیب ابتدا نمونه برداری، جداسازی و غربالگری سویه های .  ای برخوردارندفعالیت در دماهای بالا از اهمیت ویژه

باکتریایی مولد آلفاآمیلاز، شناسایی سویۀ باکتریایی جداشده، سنجش فعالیت آنزیم، سنجش فعالیت آلفاآمیلاز، اثر منابع مختلف 

بر تولید آنزیم آلفاآمیلاز، بررسی فعالیت دمایی آنزیم آلفاآمیلاز،  بررسی پایداری    pHکربن بر تولید آنزیم آلفاآمیلاز، بررسی اثر

کدهای   با  سویه  دو  جامد،  و  مایع  اختصاصی  محیط  در  غربالگری  نتایج  اساس  بر  انجام شد.  آلفاآمیلاز  آنزیم  و    TSG59دمایی 

TSG70گردید انتخاب  برتر  سویههای  عنوان  به  بیوشیمیایی،  شناسایی  داد  _ند.  نشان   Bacillusبا    TSG70و    TSG59مولکولی 

licheniformis    سویه دو  آلفاآمیلاز  تولید  داد  نشان  آنزیم  تولید  محیط  بهینهسازی  نتایج  داشتهاند.  را  شباهت  و    TSG59بیشترین 

TSG70  ٥گرم بر لیتر پپتون، یك گرم بر لیتر کلسیم کلرید و   ٢گرم بر لیتر نشاسته،  ٥به ترتیب در محیط حاوی pH  و محیط حاوی

بیشترین مقدار بوده است.حداکثر فعالیت   pH  8گرم بر لیتر آمونیوم کلراید، یك گرم بر لیتر کلسیم کلرید و    ٢گرم بر لیتر نشاسته،    ٥

پایداری آلفاآمیلاز   برای آلفاآمیلاز     ٥0در دما    TSG59و  به ترتTSG70درجه سلسیوس مشاهده شد و  درجه    ٧0و    ٦0یب در  ، 

 میلیمولار بهبود پیدا کرد. ٢0با اضافه کردن کلسیم کلرید  TSG70و   TSG59سلسیوس به دست آمد، پایداری دمایی هر دو 

 

 های گرما دوست، فعالیت دمایی، پایداری دمایی آلفا آمیلاز، تولید، آنزیم کلید واژه ها :
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 ه مقدم

آنزیمها، پروتئینهای کروی هستند و همانند سایر پروتئینها 

که  میباشند  آمینواسیدها  از  طویلی  زنجیرههای  دارای 

ساختار  تاخورده یك  تا  آنزیمها اند  شود.  ایجاد  سهبعدی 

واکنش در مسئول  زیادی  ضروری  بیوشیمیایی  های 

(.  1میکروارگانیسمها، گیاهان، حیوانات و انسانها میباشند)

تسهیل  برای  فردی  به  منحصر  توانایی  پروتئینها  این 

واکنشهای بیوشیمیایی)بدون آن که دستخوش تغییر شوند( 

، آزاد شده و مجدداً دارند؛ به طوری که بعد از انجام واکنش

می قرار  استفاده  کاتالیستهای مورد  آنزیمها،  گیرند. 

بیولوژیکی با اختصاصیت بالا میباشند. بعضی از آنزیمها به 

برای  کوفاکتور  نام  به  کوچکی  پروتئینی  غیر  مولکولهای 

(. آنهامعمولاً در درجه ٢عمل کاتالیزوری خود نیاز دارند )

دارند   فعالیت  متعادل  معین  حرارتهای  دمای  از  بالاتر  و 

خاص دارند  pH(. همچنین آنزیمها یك 3دناتوره میشوند)

آن   در  است.    pHکه  ماکزیمم  آنها  بالا PHفعالیت  های 

اثر   آنزیمها  درون  الکترواستاتیك  میانکنشهای  روی 

( میشوند  آنها  شدن  فعال  غیر  به  منجر  و  (.  4میگذارد 

گذارند، آنزیمی اثر میفاکتورهای مهم دیگری که بر فرآیند  

ها،  سورفکتانت  مثل  افزودنی  مواد  تیمار،  زمان  شامل 

(. برای هر نوع  ٥شلاتورها و استرسهای مکانیکی میباشند )

هر   دارد.  وجود  مختلف  آنزیم  یك  سلول،  در  واکنش  از 

دارد.   را  خاصی  مولکولی  ترکیب  شکستن  توانایی  آنزیم 

وبسترا نامیده  مولکولی که آنزیم روی آن فعالیت میکند، س

(. اتصال ٦شده که به محصول یا محصولات تبدیل میشود)

به نام  آنزیم به سوبسترا از طریق ناحیهای در مولکول آنزیم 

میگیرد) صورت  فعال  آنزیمها، ٧جایگاه  معمولترین  از   .)

میکند(،  تبدیل  سادهتر  قندهای  به  را  )نشاسته  آمیلازها 

یز میکنند(، سلولازها پروتئازها )هیدرولیز پروتئینها را کاتال 

)سلولز راتجزیه میکنند( و لیپازها )چربیها را به گلیسرول و 

میباشند) میکنند(  تبدیل  چرب  چشمه8اسیدهای  های (. 

آب  گرفته  صورت  آنجا  از  برداری  نمونه  که  آوج  آبگرم 

و  باشد  می  آهکی  رسوب  دارای  و  کارستی  ثابت،  چشمه 

همچنین از دسته آب های کلروه سدیك و بیکربناته کلسیك 

(.  هدف این مطالعه جداسازی 9اسیدی می باشد) pH گرم با

چشمه از  گرمادوست  باکتریایی  های  سویه  شناسایی  های و 

آب گرم شهرستان آوج، به منظور تولید آنزیم آلفا آمیلاز  با 

قابلیت استفاده در کاربردهای مختلف صنعتی، بوده است. در 

برای تول بهینه  نیز  این تحقیق شرایط  به دست آمده  ید آنزیم 

 شود.تعیین می

 

 

 مواد و روش ها  

 نمونه برداری  

  ٥00قزوین   استان شهرستان آوج در  آبگرم هایچشمه از 

لیترنمونه در  موجود یچشمه از رسوبات و های آبمیلی 

 داخل در ،سلسیوس یدرجه ٧0 تقریبی دمای با منطقه این

استریل  استریل هایفالکون گرمایی  روش  به  مجدد  که 

به منظور  گردید، جمع آوری در  موجود  دمای حفظ شد. 

 منتقل آزمایشگاه به فلاسك داخل در هافالکون چشمه ها،

 به مدت  g3000×با   چشمه میلی لیتر از آب 10 شدند. مقدار

 (.10سانتریفیوژ گردید) دقیقه ٢0

جداسازی و غربال گری سویه های باکتریایی مولد  

 آلفاآمیلاز 

به منظور جداسازی باکتریهای مولد آلفاآمیلاز گرمادوست، 

میلیلیتر از نمونههای جمعآوری شده حاوی  ٥در ابتدا میزان 

به محیط مایع اختصاصی حاوی یك گرم نشاسته،  باکتری، 

فسفات،   هیدروژن  دی  پتاسیم  گرم  تریپتون،    ٢یك    ٢گرم 

گرم 0/ 0٥سولفات منیزیم، گرم  0٥/0گرم سولفات آمونیوم، 

و   کلرید  به   13/3کلسیم  فسفات  هیدروژن  دی سدیم  گرم 

ازای یك لیتر آب مقطر جهت غنیسازی باکتریهای مورد 

نظر، اضافه گردید. سپس این محیطها در شیکر انکوباتور با 

درجه سلسیوس قرار داده شدند. بعد از گذشت سه   ٥٥دمای  

ه محیط مایع اختصاصی روز، یك میلیلیتر از این محیطها ب
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باکتریهای  از  غیر  میکروارگانیسمهای  تعداد  تا  شد  تلقیح 

مورد نظر به حداقل برسد. محیطهای مایع جدید به مدت سه 

درجه سلسیوس انکوبه شدند. بعد از این مدت،   ٥٥روز در دما  

انکوباتور  شیکر  در  دیگر  روز  سه  مدت  به  محیطها  این 

  100روز،    9(. در نهایت بعد از گذشت  10نگهداری شدند )

اختصاصی  جامد  محیطهای  به  محیطها  این  از  میکرولیتر 

درصد   ٢/0آگار( دارای یك درصد نشاسته محلول،  - )نشاسته

درصد سولفات منیزیم،   0/ 1درصد پپتون،    ٥/0عصاره مخمر ،  

  ٥/1درصد کلسیم کلرید و    0٢/0و    درصد سدیم کلرید  1/0

  درصد آگار تلقیح و این محیطها به مدت سه روز در دستگاه

درجه سلسیوس قرار داده شدند. بعد از   ٥٥انکوباتور با دمای 

این مدت، کلنیهای رشد یافته بر روی این محیط ها جهت 

 مطالعات بعدی مورد بررسی قرار گرفتند.

 شناسایی سویۀ باکتریایی جداشده  

منظور  از تعدادی شده، جدا هایسویه نسبی شناسایی به 

آمیزی جمله از میکروبی-بیوشیمیایی هایآزمون  رنگ 

ژلاتین براساس کتاب  هیدرولیز آزمون کاتالاز، آزمون گرم،

 (.11انجام شد ) برگی باکتری شناسی سیستماتیك

تست رنگآمیزی گرم توسط هانس کریستین گرم ابداع شد.  

اساس این تست، تفاوت ساختمانی دیواره سلولی باکتریها 

این   بر  و  مثبت میباشد  گرم  دسته  دو  به  باکتریها  اساس، 

به دلیل  باکتریهای گرم مثبت  وگرم منفی تقسیم میشوند. 

رنگ  خود،  دیواره  در  ضخیم  پپتیدوگلیکان  لایه  داشتن 

کریستال ویوله )رنگ اولیه ( را به خود میگیرند. باکتریهای 

لیپیدی و همچنین   داشتن غشای خارجی  دلیل  به  منفی  گرم 

نازكتر، رنگ اولیه را در حضور الکل از لایه پپتیدوگلیکان 

خود  به  را  ثانویه(  )رنگ  سافرانین  رنگ  و  داده  دست 

 (.11میگیرند)

این تست برای تعیین نوع گرم باکتریهای مورد ،  KOHتست  

نظر و تکمیلکننده تست رنگآمیزی گرم میباشد. ابتدا یك 

درصد روی یك لام تمیز قرار  KOH 3تا دو قطره از محلول 

داده، با استفاده از یك سواب استریل در کنار شعله مقداری 

در  گردید.  مخلوط  کاملا  و  اضافه  آن  به  باکتری  کشت  از 

صورتی که نوع گرم باکتری منفی باشد، در اثر مخلوط شدن  

، به صورت شیرابه کشدار و لزج در میآید KOHبا محلول  

 (.11و تست مثبت در نظر گرفته میشود)

کاتالاز تجزیه آنزیم  ،تست  که  است  کاتالاز،آنزیمی 

به آب و اکسیژن را کاتالیز میکند. برای  هیدروژن پراُکسید

بررسی تولید یا عدم تولید آنزیم کاتالاز توسط باکتری، یك 

درصد را روی یك لام قرار   3یا چند قطره هیدروژن پراُکسید  

داده و باکتری به آن اضافه شد، چنانچه باکتری تولیدکننده  

  آنزیم کاتالاز باشد، بعد از چند ثانیه حبابهای اکسیژن ظاهر

میشوند که ناشی از تجزیه هیدروژن پراُکسید به وسیله آنزیم 

انجام این تست، از کشت   برای  ساعت   ٢4کاتالاز میباشد. 

 (.11استفاده شد) باکتریها

ژلاتین، هیدرولیز  ژلاتیناز،   تست  آنزیم  تولید  بررسی  برای 

نوترینت  جامد  کشت  محیط  روی  ژلاتین  هیدرولیز  تست 

ژلاتین انجام گرفت. باکتریهای مورد نظر با استفاده از یك 

ژلاتین   نوترینت  کشت  محیط  در  عمودی  صورت  به  آنس 

  ٧٢درجه سلسیوس به مدت    ٥0درون لوله تلقیح و در دمای  

گذشت   از  شدند.بعد  انکوبه  ساعت،   ٧٢و    48،  ٢4ساعت 

محیط  که،  صورت  این  به  شد.  بررسی  ژلاتین  هیدرولیز 

دقیقه در   30کشتها بعد از رسیدن به دمای محیط به مدت  

طی  در  که  جا  آن  از  شدند.  داده  قرار  یخچال  درون 

میگیرد،  خود  به  مایع  حالت  کشت  محیط  انکوباسیون، 

ژلاتین را داشته باشد، بعد از چنانچه باکتری توانایی هیدرولیز  

این مدت زمان، همچنان بهصورت مایع خواهد بود . در غیر  

 (.11این صورت باکتری فاقد آنزیم ژلاتیناز میباشد)

و   TSG59ژنومی، ابتدا از باکتریهای    DNAجهت استخراج  

TSG70  ساعته( در   ٢4آگار کشت تازه )-روی محیط نشاسته

با مراحل   ٥0دمای   درجه سلسیوس تهیه شد و سپس مطابق 

 زیر عمل شد: 

درون  1 دیونیزه  مقطر  میلیلیترآب  یك  به    ٥/1ویالهای  . 

میلیلیتری، یك لوپ پر از باکتری مربوطه اضافه شد. بعد از 

، دمای ٥000  xgورتکس کردن ویالها، مخلوط حاصل در  

 دقیقه سانتریفیوژ گردید. ٥درجه سلسیوس و به مدت  4
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میکرولیتر    300. به رسوب باکتریایی حاصل از مرحله قبل،٢

 mM, pH8  Tris-HCl  ،EDTA  10بافر استخراج شامل )  

0.1M  ،(SDS %5, pH 8    و یك میکرولیترRnase   اضافه و

درجه سلسیوس در بنماری   3٧ساعت در دمای   به مدت یك

 گرماگذاری شد.

 

به سوسپانسیون اضافه و   Kمیکرولیتر پروتئیناز    100. مقدار  3

درجه سلسیوس   ٥0ساعت در بنماری در دمای    ٢به مدت  

بار ویال برعکس شده   3دقیقه یك بار،  ٢0قرار داده شد. هر 

 تا محتویات به طور کامل مخلوط شوند.

  300. پس از سرد شدن سوسپانسیون در دمای محیط، مقدار  4

به آن    Tris-HCl, pH8 میکرولیتر فنل اشباع )محلول در بافر(

اضافه و با معکوس کردن ویال، محتویات آن مخلوط گردید.  

دقیقه و در دمای   ٢0، به مدت  ٥000  xgمخلوط حاصل در  

اتاق سانتریفیوژ گردید. در این مرحله سه فاز تشکیل میشود؛ 

استخراج شده به همراه آب ، فاز میانی   DNAفاز رویی دارای  

و فاز زیرین شامل فنل   DNAشامل پروتئینهای جداشده از  

میباشد. فاز رویی به  DNAو سایر ناخالصیهای جداشده از 

دیگر   مرتبه  تا دو  مرحله  این  و  منتقل شده  ویال دیگر  یك 

باید رویی  مایع  انتقال  هنگام  شد.  که   تکرار  بود  مراقب 

همراه   به  میانی  فاز  در  موجود  ویال   DNAپروتئینهای  به 

 منتقل نشوند.

اندازه  ٥ به  مرحله  این  در  آمونیوم   0/٢.  رویی،  مایع  حجم 

درصد اضافه  100حجم اتانول  ٢مولار و همچنین  10استات 

این   در  شد.  مخلوط  آن  محتویات  ویال  نمودن  وارونه  با  و 

 اند.در محلول قابل مشاهده DNAحالت رشتههای 

در فاز   DNA: اتانول سبب کاهش حلالیت رشتههای  ٢نکته

آبی شده و درنتیجه با استفاده از آمونیوم استات ضخیم شده  

 و رسوب میکنند.

، محلول به دست آمده  DNA. به منظور جمعآوری رسوب ٦

مدت   در    ٥به  دمای    ٥000  xgدقیقه  سلسیوس   4و  درجه 

 سانتریفیوژ شده و مایع رویی دور ریخته میشود.

، رسوب DNA. به منظور حذف نمكهای اضافی به همراه ٧

DNA    4درصد مخلوط شده و سپس در دمای    ٧0در اتانول  

و   سلسیوس  مدت  ٥000  xgدرجه  به  سانتریفیوژ   ٥،  دقیقه 

صورت گرفته و مایع رویی دور ریخته شد. جهت تبخیر کامل 

 در دمای اتاق قرار داده شد. DNAاتانول، رسوب 

میکرولیتر    ٥0در    DNA. پس از تبخیر کامل اتانول، رسوب  8

به منظور آب گرفتگی  آب مقطر دیونیزه مخلوط گردید و 

DNA .و فعال شدن مجدد آن در یخچال قرار داده شد 

ژنومی تمامی باکتریها به طور   DNA، در  S rRNA1٦ژن  

تعیین   و  شناسایی  برای  بنابراین  میشود.  دیده  حفاظت شده 

واکنش  طی  در  ژن  این  نظز،  مورد  باکتریهای  سویه 

به ازای یك  پلیمراز تکثیر داده شد. این واکنش  زنجیرهای 

میکرولیتر آماده میشود.    ٢٥باکتریایی در حجم    DNAنمونه  

و   Forward، دو پرایمر عمومی  S rRNA1٦برای تکثیر ژن  

Reverse (. 1٢( مورد استفاده قرار گرفتند)1)جدول 

 واکنش زنجیرهای پلیمراز

به طور   DNA، در  S rRNA1٦ژن   ژنومی تمامی باکتریها 

تعیین   و  شناسایی  برای  بنابراین  میشود.  دیده  حفاظت شده 

واکنش  طی  در  ژن  این  نظز،  مورد  باکتریهای  سویه 

پلیمراز تکثیر داده شد. این   به ازای یك زنجیرهای  واکنش 

حجم    DNAنمونه   در  آماده    ٢٥باکتریایی  میکرولیتر 

ژن  1میشود)جدول تکثیر  برای   .)S rRNAپرایمر  ١٦ دو   ،

به ترتیب زیر مورد استفاده قرار   Reverseو    Forwardعمومی  

 (.٢گرفتند)جدول

 ، شامل موارد زیر میباشد:PCRمراحل انجام یك واکنش 

ویال  1 درون  ابتدا  آب   ٢/1٧میکرولیتری    ٢00.  میکرولیتر 

 مقطر دیونیزه ریخته شد.

 

  ٢0  2MgClمیلیمولار و    PCR) X  10  ،)sdNTP  10.بافر  ٢

میلیمولار به ترتیب به ویال اضافه و محتویات ویال به وسیله 

 پیپتاژ کردن، با یکدیگر مخلوط شدند.

استوك  3 از  نظر  مورد  پرایمرهای  مرحله  این  در   .٢0  

الگو )استخراج  DNAاضافه شده و سپس پیکومولار به ویال 

 شده از باکتری( اضافه گردید.

 

پلیمراز به محتویات ویال اضافه   DNA Taq. در پایان، آنزیم  4

به   مقطر  آب  از  استفاده  با  مخلوط  کل  حجم  و    ٢٥شده 

 میکرولیتر رسانده شد.
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 به شرح زیر میباشد:  PCRبرنامه به کار رفته جهت انجام 

 

دقیقه، به منظور   ٥درجه سلسیوس به مدت    94. اعمال دمای  1

 .DNAاز بین رفتن پیچ و تابهای درون مولکول 

باز   4٥درجه سلسیوسبه مدت    94.اعمال دمای  ٢ برای  ثانیه 

 .DNAشدن دو رشته 

 

رشته  3 دو  به  پرایمرها  اتصال   .DNA    دمای درجه   ٥1در 

 سلسیوس به مدت یك دقیقه.

 

 DNAپرایمرها و طویل شدن رشته  . اتصال نوکلئوتیدها به  4

 ثانیه.  90درجه سلسیوس و مدت زمان    ٧٢تولید شده در دمای  

 .4تا  ٢بار تکرار مرحله   30. ٥

دقیقه جهت   8درجه سلسیوس به مدت    ٧٢. اعمال دمای    ٦

 تکمیل رشتههای ناقص.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 میکرولیتر  ٢٥در حجم  PCRمواد مورد نیاز جهت انجام  - 1جدول 

 

  حجم مورد نياز )ميكروليتر(  ماده

 
 

 
 

  ٥/٢ (١٠ X) PCRبافر 
 

(10mM) sdNTP 
٥/٠  

 

    

    

2MgCl 
١  

 

  ٣/٠ Forwardپرايمر 
 

  ٣/٠ Reverseپرايمر 
 

DNA الگو 

)با توجه به غلظت  ١-٤

 نمونه(

 

 

DNA Taq  ٢/٠ پليمراز  
 

  ٢/١٧ آب مقطر ديونيزه 
 

  ٢٥ حجم نهايي 
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 Oligoپرایمرهای طراحی شده توسط نرم افزار   -٢جدول

 Tmدمای ذوب پرایمر  Oligoطراحی شده توسط نرم افزار  پرایمرهای

Forward 5'-AGTTTGATCC TGGCTCCAG-3ʹ 53.7 ͦC 

Reverse 5'-GGCTACCTTGTTACGACTT- 3ʹ 53.4 ͦC 

 

 

تعیین شد.    DNAیابی  با استفاده از توالی  DNAسپس توالی  

نوکلوتیدهای توالی  با   شباهت  کننده  هیدرولیز  سویه  ژن 

های ثبت شده در پایگاه  با توالی   BLASTکمك نرم افزار  

ژنوم   ترتیب   Gene Bankاطلاعاتی  این  به  گردید.  مقایسه 

 و همچنین، ها  با سویه مد نظر ما تعیین شدترین سویه نزدیك

  NCBI   ژنی بانك در پژوهش این در به دست آمده توالی

 دریافت شد. مربوطه ژنی دستیابی شمارة و ثبت

 

 

 محیط تولید آنزیم 

-میلی  ٢0در ابتدا، یك لوپ پر از کلنی باکتری مورد نظر به   

برای  ل و  تلقیح  براث  نوترینت  محیط  در   18-٢4یتر  ساعت 

  ٢درصد )   10درجۀ سلسیوس قرار داده شد. سپس    ٥0دمای  

ساعته به محیط تولید حاوی   18-٢4لیتر( از محیط کشت  میلی

  ٢گرم نشاسته، یك گرم پتاسیم دی هیدروژن فسفات،  یك  

گرم سولفات   0٥/0گرم سولفات آمونیوم،    ٢گرم تریپتون،  

و  0٥/0منیزیم،   کلرید  کلسیم  سدیم   13/3گرم  دی  گرم 

و   اضافه  فسفات  دمای    ٧٢هیدروژن  در  درجۀ   ٥0ساعت 

انکوبه شد )تمامی مواد به صورت   g  1٦0×سلسیوس با دور  

   (.13اند()لیتر رسیده1خشك استفاده شده و به حجم 

 

 سنجش فعالیت آلفاآمیلاز 

تعیین    و  نشاسته  هیدرولیزکنندگی  خاصیت  تأیید  منظور  به 

آنزیم  فعالیت  سنجش  آلفاآمیلاز،  آنزیم  تولید  میزان 

( و با استفاده از معرف  14آلفاآمیلاز براساس روش برن فلد )

اسید انجام گرفت. برای این منظور، ابتدا   دی نیترو سالیسیلیك

لیتر محیط نوترینت براث میلی  ٢0از باکتری انتخاب شده در  

لیتر از پیش کشت میلی  ٢پیش کشت تهیه شد. سپس میزان  

به   ومیلی  ٢0باکتری  تلقیح  تولید  محیط  در   ٧٢لیتر  ساعت 

لیتر  میلی  ٥انکوبه شد.  سلسیوس  درجۀ    ٥0انکوباتور با دمای  

، به مدت xg10000از محیط حاوی باکتری برداشته شد و در  

سانتریفیوژ شد. محلول سلسیوس  درجۀ    4دقیقه و دمای    10

قرارگرفت.  استفاده  مورد  آنزیم  مثابۀ  به  باکتری  فاقد  رویی 

  ، به  میکرو  ٥00سپس  رویی  محلول  از  میکرولیتر    ٥00لیتر 

  ٧pH ،100نشاسته یك درصد محلول در بافر سدیم فسفات )

میلی مولار( به عنوان سوبسترا اضافه شد. جهت انجام واکنش، 

در   حاصل  مدت  سلسیوس  درجۀ    ٥0مخلوط  دقیقه   ٢0به 

گرماگذاری شد. در مرحلۀ بعد، واکنش آنزیماتیك با اضافه 

لیتر از   به   DNSکردن یك میلی  به مخلوط و قراردادن آن 

دقیقه در آب جوش پایان یافت. این وضعیت به مثابۀ  ٥مدت 

منحنی  از  استفاده  با  شد.  گرفته  نظر  در  استاندارد  وضعیت 

استاندارد گلوکز غلظت قندهای احیاکننده تولیدشده درنتیجۀ 

مقدار  ترتیب  این  به  و  محاسبه شد  آلفاآمیلاز  آنزیم  فعالیت 

به دست آمد. بر این اساس، یك واحد فعالیت   فعالیت آنزیمی

زم است که در مدت  آنزیمی  مقدار  دقیقه، آنزیمی  ان یك 

محصول  میکرومول  یك  به  را  سوبسترا  میکرومول  یك 

 )گلوکز( تبدیل کند.  

با استفاده از ژل الکتروفورز TSG70میزان خلوص آلفاامیلاز  

آکریلآمید و بر طبق روش  -پلی  -سدیم دو دسیل سولفات

لاملی مورد بررسی قرار گرفت. این ژل به دو صورت پیوسته 

یا  بالا  لایه  دو  دارای  ناپیوسته  ژل  میشود.  تهیه  ناپیوسته  و 

متراکم کننده و پایین یا جداکننده میباشد که در تهیه هر لایه 

همان مخصوص  وسیله   بافر  به  معمولاً  میرود.  کار  به  لایه 

ایزوپروپانول سطح لایه پایینی صاف و لایه بالایی بر روی آن  

 .قرار میگیرد
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متغیرهای بررسی تولید آنزیم آلفاآمیلاز در حضور  

 مختلف  

 اثر منابع مختلف کربن بر تولید آنزیم آلفاآمیلاز  

آنزیم   تولید  برای  مناسب  کربن  منبع  شناسایی  برای 

آلفاآمیلاز، سویۀ باکتری جداشده در حضور منابع باکتریایی 

پایه حاوی  1٥مختلف کربن کشت داده شد ) یك (. محیط 

گرم   ٢گرم نشاسته، یك گرم پتاسیم دی هیدروژن فسفات،  

گرم سولفات منیزیم،   0٥/0گرم سولفات آمونیوم،    ٢تریپتون،  

و  0/0٥ کلرید  کلسیم  هیدروژن    3/ 13گرم  سدیم  دی  گرم 

  ٥به ازای یك لیتر آب مقطر بود. بعد از این مدت،  فسفات  

دقیقه و   10، به مدت  xg10000لیتر از این محیط ها در  میلی

درجۀ سلسیوس سانتریفیوژ شده و محلول های رویی  4دمای 

فعالیت  سنجش  گرفت.  قرار  استفاده  مورد  آنزیم  منزلۀ  به 

در  آ استاندارد  شرایط  با  مطابق  صورت   ٥40نزیمی  نانومتر 

-گرم بر میلیها برحسب میلیگرفت. وزن رسوبات باکتری

اندازه میزان رشد  از  معیاری  منزلۀ  به  تمامی لیتر،  گیری شد. 

 (. 1٦ها سه بار تکرار شد و میانگین گرفته شد )آزمایش

 

 اثر منابع مختلف نیتروژن بر تولید آنزیم آلفاآمیلاز 

بررسی،    این  کشت     10در  پیش  از  ساعتۀ   18-٢4درصد 

گرم بر لیتر از   ٢باکتری موردنظر به محیط های حاوی غلظت  

ژلاتین   و  مخمر  عصارة  پپتون،  شامل  نیتروژن  مختلف  منابع 

و   آلی(  نیتروژن  و )منابع  آمونیوم  سولفات  کلراید،  آمونیوم 

سدیم نیترات )منبع نیتروژن غیرآلی( و محیط بدون منبع اضافه 

( حاوی  1٦شد  پایۀ  محیط  گرم (.  یك  نشاسته،  گرم  یك 

گرم سولفات   ٢گرم تریپتون،    ٢پتاسیم دی هیدروژن فسفات،  

گرم کلسیم کلرید 0٥/0گرم سولفات منیزیم،    0٥/0آمونیوم،  

هیدروژن فسفات    13/3و   لیتر  گرم دی سدیم  ازای یك  به 

محیط بود.  مقطر  دمای    48ها  آب  در  درجۀ   ٥0ساعت 

لیتر از محیط میلی  ٥ساعت،    48سلسیوس انکوبه شدند. پس از  

های رویی ها سانتریفیوژ شد و سنجش فعالیت آنزیمی محلول

موج   طول  محلول  ٥40در  سپس  گرفت.  انجام  های نانومتر 

شدند ریخته  دور  اندازه    رویی  باکتریایی  رسوبات  وزن  و 

 گیری شد. 

 

 

 بر تولید آنزیم آلفاآمیلاز   pHبررسی اثر 

محیط مایع    pHبر تولید آنزیم آلفاآمیلاز، با تنظیم    pHاثر   

محدودة   در  )  ٥- 9اختصاصی  شد  پایه ٥سنجیده  محیط   .)

هیدروژن  حاوی   دی  پتاسیم  گرم  یك  نشاسته،  گرم  یك 

گرم  0٥/0گرم سولفات آمونیوم،  ٢تریپتون، گرم  ٢فسفات، 

منیزیم،   و  0٥/0سولفات  کلرید  کلسیم  دی   3/ 13گرم  گرم 

به ازای یك لیتر آب مقطر است. بعد سدیم هیدروژن فسفات  

گذشت   این    48از  در  باکتریایی  های  سویه  رشد  از  ساعت 

ها،   فعالیت میلی  ٥محیط  و  سانتریفیوژ شد  ها  محیط  از  لیتر 

-آنزیمی مایع سنجش شد و وزن رسوبات باکتریایی نیز اندازه

 گیری شد.

 

 بررسی فعالیت دمایی آنزیم آلفاآمیلاز  

مخلوط   آلفاآمیلاز،  آنزیم  دمایی  فعالیت  بررسی    0/ ٥برای 

و   آنزیم  دمایی   ٥/0میلیلیتر  محدوده  در  سوبسترا  میلیلیتر 

دقیقه انکوبه شد. سپس   ٢0درجه سلسیوس به مدت    80-30

از   DNSبا اضافه کردن معرف   واکنش متوقف شده و پس 

مدت   به  بنماری  دستگاه  در  واکنش  مخلوط  دادن    ٥قرار 

نانومتر خوانش شد. در پایان، با   ٥40دقیقه، جذب مخلوط در  

استفاده از مقایسه جذبهای به دست آمده با منحنی استاندارد 

دمایی  فعالیت  تولید شده،  غلظت گلوکز  ارزیابی  و  گلوکز 

 (.  1٧)آنزیم اندازهگیری شد

 

 بررسی پایداری دمایی آنزیم آلفاآمیلاز  

ابتدا   آنزیم،  دمایی  پایداری  میزان  اندازهگیری    ٥/0برای 

-80میلیلیتر آنزیم به تنهایی به مدت یك ساعت در دماهای  

نمونههای آنزیمی پس از   .قرار داده شد  سلسیوس درجه    30

غیر فعال شدن  قرارگیری در هر دما، به منظور جلوگیری از  

 سلسیوس درجه    4در دمای اتاق، در داخل یخچال در دمای  

آنزیمی   نمونههای  به  بعد،  مرحله  در  شدند.    0/ ٥نگهداری 

میلیلیتر سوبسترا اضافه و مخلوط حاصل در شرایط سنجش 

انکوبه گردید. در نهایت، فعالیت باقیمانده آنزیم با استفاده از 
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 56 غذایی صنایع در کاربردی میکروبیولوژی  فصلنامه 

و سپس خوانش جذب مخلوط واکنش در طول   DNSمعرف  

 (.  1٧) نانومتر اندازهگیری شد ٥40موج 

 

 نتایج 

مولد  غربال باکتریایی  شناسایی سویه های  گری و 

 آلفاآمیلاز 

گرمادوست،   آلفاآمیلاز  مولد  باکتری  غربالگری  جهت 

روی  لوگول  معرف  از  استفاده  با  نشاسته  هیدرولیز  آزمون 

آگار انجام گرفت و هاله شفاف اطراف کلنی -محیط نشاسته

باکتری، که نشان دهندة تولید آنزیم آلفاآمیلاز و هیدرولیز  

تعداد سویۀ باکتریایی جداشده،    8٦نشاسته بود، مشاهده شد. از

ملاحظه  1٧ قابل  آلفاآمیلاز  آنزیم  تولید  توانایی  ای مورد 

های باکتریایی مولد داشتند. به منظور شناسایی ابتدایی سویه

آزمون برخی  و آلفاآمیلاز،  گرفت  انجام  بیوشیمیایی  های 

مشاهده شد سویه های باکتریایی جداشده گرم مثبت و میله 

ای بیوشیمیایی در ای شکل هستند. نتایج مربوط به آزمون ه

 آمده است.   3جدول 

آنزیم  مولکولی  وزن  و  خلوص  میزان  بررسی  منظور  به 

سویه   فعالیت TSG70آلفاآمیلاز  اکثر  حد  دارای  نمونه   ،

آنزیمی و محتوای پروتئینی کم به همراه نمونه مارکر بر روی 

سولفات دسیل  دو  سدیم  الکتروفورز  پلیآکریلآمید -ژل 

ژل  باندها،  مشاهده  منظور  به  بعد  مرحله  در  بارگذاری شد. 

حاصل با استفاده از نیترات نقره رنگآمیزی شد، باند آنزیم 

مقایسه و مشخص گردید این آنزیم داری   با باندهای مارکر

 (.1میباشد)شکل KDa 8٥وزن مولکولی تقریبی 

 
 ( فراکشن فعال.٢( مارکر و 1بر روی ژل الکتروفورز با استفاده از رنگآمیزی نیترات نقره.  TSG70.مشاهده باند آنزیم  1شکل

 

مولکولی شناسایی  منظور  ژن  به  باند  مشاهده  از  پس   ،

SrDNA1مربوط به سویه مورد نظر، محصول    ٦PCR    این ژن

از  پس  شد.  توالی  تعیین  جنوبی  کره  بیونیر  شرکت  توسط 

، توالی مربوط به هر یك از آنها   S rRNA1٦تعیین توالی ژن  

افزار   نرم  از  استفاده  با  جداگانه  طور  سایر    BLASTبه  با 

سویۀ  این  شد.  مقایسه  ژنی  بانك  در  شده  ثبت  توالیهای 

موردنظر   ژن  توالی  نظر  از  نزدیك  های  گونه  با  باکتریایی 

تحت بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل از   NCBIموجود در  

پیش  گونه  که  داد  نشان  فیلوژنتیکی  درخت  و  توالی  تطبیق 

به   توالی   Bacillus licheniformisگفته  است.  نزدیك 

با شماره دسترسی   NCBIنوکلئوتیدی ارائه شده در بانك ژنی  

 (.٢شکل-3)جدول زیر ثبت شده است
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 57 غذایی صنایع در کاربردی میکروبیولوژی  فصلنامه 

 AT70 و  AT59شماره دسترسی سویه های  -3جدول

 نام سويه  شماره دسترسي 

  
MG192311 B. licheniformis AT59 

  
KT948060 B. licheniformis AT70 

  

 

 

 اثر منابع مختلف کربن بر تولید آنزیم آلفاآمیلاز  

اثر منابع مختلف کربن شامل نشاسته، گالاکتوز، فروکتوز و 

مالتوز با غلظت یك گرم بر لیتر بر رشد باکتری و تولید آنزیم 

ساعت   48در طی    TSG70و    TSG59آلفاآمیلاز دو سویه  

نشان  نتایج  TSG59مورد بررسی قرار گرفت. در مورد سویه 

داد تولید آنزیم و رشد باکتری به ترتیب در حضور دو منبع  

نشاسته و گلوکز بیشترین مقدار بوده است. همچنین در میان  

اثر   بیشترین  نشاسته  شد  مشاهده  استفاده  مورد  کربن  منابع 

داشته است.   TSG70افزایشی را بر تولید آنزیم و رشد سویه 

ترتیب در  به  آنزیم آن  تولید  و  باکتری  این  مقابل، رشد  در 

کنترل  نمونه  با  مقایسه  در  فروکتوز  و  مالتوز  حاوی  محیط 

نشان    3کاهش نشان داده است. نتایج به دست آمده در شکل

 داده شده است.

 

 اثر منابع مختلف نیتروژن بر تولید آنزیم آلفاآمیلاز 

تولید آنزیم آلفاآمیلاز و رشد دو سویه باکتریایی برتر    بررسی

در حضور منابع مختلف نیتروژن شامل پپتون، عصاره مخمر،  

ژلاتین، آمونیوم کلراید، سولفات آمونیوم و سدیم نیترات در 

ساعت بعد از انکوباسیون انجام گرفت و مشخص شد،   48طی  

حداکثر میزان رشد را در حضور عصاره مخمر    TSG59سویه  

دارا میباشد و تولید این آنزیم در حضور اکثر منابع نیتروژنی 

برابر   سه  از  بیش  تا  را  آنزیم  تولید  ژلاتین  و  داشته  افزایش 

مورد سویه   است. در  داده  در TSG70افزایش  میزان رشد   ،

آمونیوم  و  آمونیوم  سولفات  نیترات،  سدیم  ژلاتین،  حضور 

نمونه کنترل اف با  یافته و در حضور کلراید در مقایسه  زایش 

ژلاتین بیشترین مقدار بوده است. در مقابل، رشد این باکتری 

مخمر   عصاره  حضور  به   10در  نسبت  میلیلیتر  بر  میلیگرم 

باکتری در  این  یافته است. تولید آنزیم  نمونه کنترل کاهش 

پایه،   به محیط  درصد   ٥0محیط حاوی عصاره مخمر نسبت 

سا برابر  در  و  کرده  پیدا  داده  کاهش  نشان  افزایش  منابع  یر 

 ( نشان داده شده است. 4است.نتایج مذکور در )شکل

 

آلفاآمیلاز در حضور   آنزیم  تولید  های pHبررسی 

 مختلف  

نظر در   این بررسی، تولید آنزیم و رشد دو سویه مورد  در 

های مختلف در محدوده  pHمحیطهای مایع حاوی نشاسته با 

مورد بررسی قرار گرفت و با توجه به نتایج به دست آمده    ٥-9

محیط   pHبا افزایش    TSG59مشخص شد، تولید آنزیم سویه  

کاهش پیدا کرد. همچنین رشد این باکتری نیز به طور کلی با 

 pH  ٥محیط کاهش پیدا کرده و در محیط دارای  pHافزایش  

به ترتیب بیشترین و کمترین میزان رشد را نشان داده   pH 9و 

سویه   مورد  در  میزان    TSG70است.  حداکثر  شد  مشخص 

دارای   محیط  در  آنزیم  است؛ صورت    pH  8تولید  گرفته 

به دست   pH  ٧بالاترین میزان رشد این سویه در محیط دارای  

 (.٥آمد)شکل
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 58 غذایی صنایع در کاربردی میکروبیولوژی  فصلنامه 

 های بیوشیمیایی برای شناسایی سویه های باکتریایی.آزمون  - 3جدول 

 

 

 هیدرولیزکازئین KOH رنگ آمیزی باکتری

 درمحیط 

Skim Milk Agar 
 

 در  کازئین هیدرولیز

 محیط

Casein Agar 

هیدرولیز  

 ژلاتین 

مصرف  کاتالاز 

 سیترات 

TSI از  حاصل هاله قطر 

 نشاسته هیدرولیز

 )میلی متر( 

TSG52 گرم و باسیل 

 مثبت 

 3 قلیا /قلیا - + - - - -

TSG55 گرم و باسیل 

 مثبت 

 3 قلیا /قلیا - + - + - -

TSG56 گرم و باسیل 

 مثبت 

 1 اسید /قلیا - + - + - -

TSG57 گرم و باسیل 

 مثبت 

 2 قلیا /قلیا - + - + - -

TSG58 گرم و باسیل 

 مثبت 

 3 قلیا /قلیا - + - + - -

TSG59 گرم و باسیل 

 مثبت 

 6 قلیا /اسید - + - + - -

TSG60 گرم و باسیل 

 مثبت 

 1 اسید /قلیا - + - + - -

TSG61 گرم و باسیل 

 مثبت 

 1 قلیا /قلیا - + - + - -

TSG62 گرم و باسیل 

 مثبت 

 1 قلیا /قلیا - + - + - -

TSG63 گرم و باسیل 

 مثبت 

 2 قلیا /اسید - + - - - -

TSG64 گرم و باسیل 

 مثبت 

 2 اسید/اسید - - - + - -

TSG65 گرم و باسیل 

 مثبت 

 1 اسید /قلیا - + - + - -

TSG66 گرم و باسیل 

 مثبت 

 4 قلیا /قلیا - + - - - -

TSG67 گرم و باسیل 

 مثبت 

 3 قلیا /اسید - - - + - -

TSG68 گرم و باسیل 

 مثبت 

 3 اسید/اسید - + - - - -

TSG69 گرم و باسیل 

 مثبت 

 3 اسید/اسید - + - - - -

TSG70 گرم و باسیل 

 مثبت 

 7 اسید/اسید - + - + - -
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 59 غذایی صنایع در کاربردی میکروبیولوژی  فصلنامه 

         الف

 

 

 

 ب                                       
 

 

 

 TSG70.ب. درخت فیلوژنتیك باکتری  S rRNA16بر اساس شباهت توالی ژن    TSG59فیلوژنتیك باکتری  درخت  الف.  -٢شکل  

 .S rRNA16بر اساس شباهت توالی ژن 
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 TSG70.و ب(   TSG59اثر منابع مختلف کربن بر رشد باکتری و تولید آنزیم. الف(  -3شکل 
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 TSG70. و ب(  TSG59باکتری و تولید آنزیم. الف( اثر منابع مختلف نیتروژن بر رشد   -4شکل 
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TSG70وب(  TSG59های مختلف. الفpHبررسی تولید آنزیم و رشد باکتری در محیطهایی با  -٥شکل 

 

 

دماهای  در  آلفاآمیلاز  آنزیم  پایداری  و  فعالیت 

 انکوباسیون مختلف 

این مقاله، فعالیت و   پایداری دمایی آنزیم آلفاآمیلاز دو در 

درجه   30-80در محدوده دمایی    TSG70و    TSG59سویه  

مهمترین   جمله  از  دما  گرفت.  قرار  بررسی  مورد  سلسیوس 

عوامل اثر گذار بر ساختار ذاتی یك آنزیم است؛ از آن جا 

انجام قابل  بالا  دماهای  در  صنعتی  فرآیندهای  اکثر  اند، که 

قادرند ساختار خود را  بالا  دماهای  آنزیمهایی که در  یافتن 

این   برای  دارد.  زیادی  اهمیت  بمانند،  فعال  و  کرده  حفظ 

منظور، در این تحقیق میزان پایداری آنزیم آلفاآمیلاز تولید 

بررسی   TSG70و    TSG59شده توسط   در دماهای مختلف 

پایداری دمایی  بیشترین  نشان داد،  به دست آمده  نتایج  شد. 

دمای  د  TSG59آلفاآمیلاز   صورت   ٥0ر  سلسیوس  درجه 

گرفته است؛ حداکثر فعالیت آنزیمی این سویه نیز در همین  

محدوده   در  آنزیم  این  آمد.  دست  به  درجه   30-٥0دما 

درصد پایداری نشان داده و در دمای   ٦0سلسیوس، بیش از  

درجه سلسیوس به طور کامل ناپایدار و همچنین غیر فعال  ٧0

سویه   مورد  در  است.  پایداری TSG70شده  حداکثر   ،
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تولید شده در دمای   مشاهده    ٧0آلفاآمیلاز  درجه سلسیوس 

دمای   در  آن  فعالیت  بیشینه  که  صورتی  در  درجه   ٦0شد؛ 

درجه سلسیوس بیش از نیمی از   ٧0سلسیوس بوده و در دمای  

به دست آمده در  نتایج  فعالیت خود را از دست داده است. 

 ( آورده شده است.٦ )شکل

 

 
 . الف(مقایسه فعالیت آنزیم آلفاآمیلاز در دماهای مختلف و ب( مقایسه پایداری آنزیم آلفاآمیلاز در دماهای مختلف6شکل

 

 

 

 بحث و نتیجه گیری

از آن جا که اکثر فرایندهای صنعتی معمولاَ در دماهای بالا 

انجام که   قابل  ازآلفاآمیلازهای گرمادوست  استفاده  هستند، 

توانایی فعالیت و حفظ ساختار خود در این دماها را دارند، 

میتواند جهت پیشبرد هرچه بیشتر این فرایندها کمكکننده  

( در ٢3باشد  گرمادوست  آلفاآمیلازهای  کاربرد  امروزه   .)

مواد  غذایی،  مواد  فراوری  نساجی،  جمله  از  مختلف  صنایع 

مایع  شویند فرایند  زمان  هم  انجام  جهت  نشاسته  ویژه  به  و  ه 

خنك  هزینههای  کاهش  و  نشاسته  ژلاتیناسیون  و  سازی 

(. آلفاآمیلازهای گرمادوست  18کردن، شناخته شده است)

ازجمله  گرمادوست  میکروارگانیسمهای  توسط  معمولاً 

باکتریها تولید میشوند. این میکروارگانیسمها در مناطقی از 

دارا که  و زمین  بیابانها  جمله  از  میباشند،  بالا  دمای  ی 

میشوند) چشمههای یافت  گرم  این19آب  در  بنابراین   ) 

پژوهش، به منظور جداسازی و غربالگری باکتریهای مولد 

آلفاآمیلاز گرمادوست، چشمه آب گرم آوج با دمای تقریبی 

درجه سلسیوس واقع در استان قزوین جهت نمونهبرداری   ٧0

آگار استفاده  -انتخاب شد. جهت غربالگری از محیط نشاسته

اد شد و تست هیدرولیز نشاسته انجام گرفت. قطر هالههای ایج

شده   جداسازی  باکتریهای  رشد  ناحیه  اطراف  شده 

 
1 Fooladi &Sajjadian 

با کدهای   بر این اساس، دو سویه  و   TSG59اندازهگیری و 

TSG70   طور به  گردیدند.  انتخاب  برتر  سویههای  عنوان  به 

انجام شده توسط در   1فولادی و سجادیان   مشابه، در تحقیق 

، به منظور دستیابی به سویههای مولد آلفا آمیلاز ٢010سال  

از سه چشمه  نمونههای جمع آوری شده  به حرارت،  مقاوم 

آنالیز   مورد  شهر  مشکین  و  لاریجان  محلات،  گرم  آب 

قرارگرفته و کلنی باکتریایی با خاصیت هیدرولیزکنندگی بالا 

مشکین   گرم  آب  چشمه  از  هاله(  ناحیه  بزرگترین  )دارای 

(. همچنین در پژوهشی دیگر توسط ٢0هر جداسازی شد )ش

مولد ٢و همکاران   آسوده به سویههای  منظور دستیابی  به   ،

  ٢/٧آلفاآمیلاز گرمادوست، چشمه آب گرم دیگ رستم با  

pH    دمای جهت   ٥٥و  خراسان  جنوب  در  سلسیوس  درجه 

باکتریایی مورد نظر با تلقیح نمونه برداری انتخاب و سویههای  

نشاسته محیط  روی  شده  جمعآوری  آب  آگار -نمونههای 

(. با توجه به پژوهشهای صورت گرفته ٢1جداسازی شدند )

ذخایر   ایران  آبگرم  های  چشمه  گرفت،  نتیجه  میتوان 

میکروبی بزرگی دارند و میتوانند به عنوان منابع محصولات 

(. علاوه  ٢٢فاده شوند)بیولوژیکی مختلف مانند آنزیم ها است 

گزارشی مبنی بر    ٢014بر چشمههای آب گرم ایران، در سال  

جهت  هند  در  واقع  گرم  آب  چشمه  یك  از  برداری  نمونه 

باکتریهای مولد آلفاآمیلاز گرمادوست، توسط  به  دستیابی 

2 Asoodeh ,.etal 
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 (.٢3منتشر شده است ) 1و همکاران   سن

از  تعدادی  باکتریهای جداشده،  ابتدایی  منظور شناسایی  به 

رنگ قبیل  از  بیوشیمیایی  کاتالاز، تستهای  گرم،  آمیزی 

هیدرولیز کازئین، هیدرولیز ژلاتین و ... انجام و مشخص شد 

باکتریهای مورد نظر به شکل باسیل و گرم مثبت میباشند.  

س، گونه در مرحله بعد، به منظور شناسایی دقیقتر و تعیین جن 

و   TSG59دو باکتری    S rRNA1٦و به ویژه سویه، توالی ژن  
TSG70  با ترتیب  به  باکتری  دو  این  شد  ومشخص   تعیین 

Bacillus licheniformis AT59     وBacillus 

licheniformis AT70   بیشترین شباهت را دارا میباشند. در

، آلفاآمیلاز مقاوم به گرما ٢019مطالعهصورت گرفته در سال  

از    از گرمادوست  نسبتا  نام    Bacillus subtilisسویه  -JSبه 

آلفا آمیلازی  ٢(.مهدوی و همکاران ٢4جداسازی شد ) 2004

به   Bacillus cereusبا فعالیت دمایی وسیع را از سویهای از  

)  GUF8نام   کردند  خصوصیت  تعیین  و   (.٢٥جداسازی 

به  باسیلوسها  گرفته،  صورت  مطالعات  به  توجه  با  بنابراین، 

ویژه   به  آلفاآمیلازها  اصلی  تولیدکنندگان  عنوان 

آلفاآمیلازهای گرمادوست و مقاوم به گرما به شمار میروند.  

با این حال، علاوه بر باسیلوسها، جنسهای باکتریایی دیگر  

نیز میتوانند به عنوان تولیدکنندگان آلفاآمیلازهای مقاوم به 

سال  در  که  طوری  به  شوند؛  شناخته  گرمادوست  و  گرما 

نمك٢01٢ آلفاآمیلاز  تولید  از -،  گرمادوست 

F Nesterenkonia strain  آموزگار  3وهمکاران   توسط 

 (.  ٢٦(گزارش شد )٢01٢)

 

از جمله مهمترین عوامل اثر گذار بر متابولیسم میکروبی، منبع  

توسط  آنزیم  تولید  بازده  میتواند  که  میباشد  کربن 

میکروارگانیسم مولد را تحت تأثیر قرار دهد. بنابراین در این  

پژوهش، به منظور دستیابی به محیط بهینه، تولید این آنزیم در 

لوکز، فروکتوز، حضور منابع مختلف کربن شامل نشاسته، گ

مالتوز و گالاکتوز هر کدام با غلظت یك گرم بر لیتر بررسی 

شد. نتایج به دست آمده نشان داد که نشاسته مؤثرترین منبع  

بوده است،   TSG70و    TSG59در تولید آنزیم هر دو سویه  

 
1 Sen,.etal 
2 Mahdavi, .etal 

نشاسته  مختلف  غلظتهای  حضور  در  آنزیم  تولید  بنابراین 

مورد مطالعه قرار گرفت و مشخص شد بیشترین میزان تولید 

حاوی   محیط  در  گرفته   ٥/0آنزیم  صورت  نشاسته  درصد 

سویه  آنزیم  تولید  بازده  داد  نشان  نتایج  همچنین  است. 

TSG70   در محیط حاوی فروکتوز کمترین مقدار بوده است؛

بهترین منبع   به عنوان  در صورتی که در پژوهشی، فروکتوز 

معرفی   Bacillus licheniformisبرای تولید آنزیم آلفاآمیلاز  

( مطالعه٢٦گردید  برای (.در  بهینه  محیط  یافتن  پی  در  ای، 

آلفاآمیلاز    Bacillus amyloliquefaciensتولید 

ATCC23842،    درصد از نشاسته   ٢و    ٥/1،  1،  ٥/0غلظتهای

نشا به محلول،  مالتوز  و  لاکتوز  گلوکز،  هیدرولیز شده،  سته 

محیط تولید آنزیم اضافه شد و نتایج نشان داد با اضافه کردن  

بازده   بیشترین  کشت،  محیط  به  محلول  نشاسته  درصد  یك 

به دست خواهد آمد ) آنزیم  مطالعه ٢٧تولید  (. همچنین در 

آموزگار توسط  گرفته  همکاران  صورت  یك 4و  غلظت   ،

آلفاآمیلاز  تولید  برای  بهینه  غلظت  عنوان  به  نشاسته  درصد 

Nesterenkonia strain F ( ٢٦معرفی شد.) 

 

در این پژوهش، محیط تولید آنزیم آلفاآمیلاز با اضافهکردن  

گرم بر لیتر از منابع نیتروژن آلی و غیر آلی شامل   ٢غلظت  

پپتون، عصاره مخمر، ژلاتین، سدیم نیترات، سولفات آمونیوم 

محیط   به  کلراید  آمونیوم  منبع  و  نظر  از  نیتروژن،  فاقد  پایه 

نیتروژن مورد استفاده بهینه شد. در این بررسی، بیشترین بازده  

به   TSG70و    TSG59تولید آنزیم آلفاآمیلاز برای دو سویه  

به  آمونیوم کلرید  و  در محیط حاوی مخمر، ژلاتین  ترتیب 

سویه  آنزیم  تولید  محیط  بهینهسازی  آمد.  دست 

Nesterenkonia strain F    0/ ٥،  0/ ٢٥در حضور غلظتهای  ،

  1  +درصد پپتون    1درصد پپتون و عصاره مخمر،    1و    0/٧٥

درصد از ژلاتین، کازئین،    ٧٥/0درصد عصاره مخمر و غلظت  

عصاره گوشت، اوره و آمونیوم کلراید صورت گرفت؛ در 

میان این منابع مشخص شد، سویه مورد نظر در محیط حاوی 

میزان آلفاآمیلاز را تولید   درصد عصاره مخمر بیشترین   0/٧٥

درصد آمونیوم   ٧٥/0کرده، در صورتی که در محیط حاوی  

3 Amozegar, .etal 
4 Amozegar, .etal 
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(. در تحقیق ٢٧کلرید کمترین مقدار آنزیم تولید شده است )

سال   در  گرفته  بهینه   ٢013صورت  محیط  به  دستیابی  برای 

بر   مختلف  نیتروژن  منابع  اثر  آلفاآمیلاز،  آنزیم  تولید  برای 

تولید آنزیم مورد سنجش قرار گرفت و مشخص شد در میان  

را افزایشی  اثر  بیشترین  پپتون  مطالعه،  مورد  تولید   منابع  در 

آنزیم داشته، در صورتی که تولید آنزیم در حضور عصاره  

 (.٢٦مخمر کمترین مقدار را دارا بوده است )

بهینه برای تولید آنزیم   pHدر این پژوهش، به منظور تعیین  

تنظیم شد   ٥-9محیط تولید آنزیم در محدوده    pHآلفاآمیلاز،  

ساعت از رشد سویههای باکتریایی برتر   48و پس از گذشت 

و  گرفت  قرار  بررسی  مورد  آنزیم  تولید  محیطها،  این  در 

  8و    pH  ٥به ترتیب در    TSG70و    TSG59مشخص شد برای  

pH    اثر  ٢013صورت گرفته است. در سال ،pHمختلف   های

توسط   آلفاآمیلاز  آنزیم  تولید  میزان  همکاران    آموزگاربر  و 

مورد سنجش قرار گرفت و دریافت شد بالاترین میزان تولید 

در   )  pH  8آلفاآمیلاز  است  گرفته  تحقیق ٢٦صورت  در   .)

سال در  شده  آلفاآمیلاز  ٢014انجام  تولید   ،Bacillus 

licheniformis    محدوده قرار   ٥pH-8در  بررسی  مورد 

گرفت و مشخص شد این باکتری بیشترین میزان آلفاآمیلاز 

(. همان طور که در مطالب ٢3تولید کرده است ) pH ٧را در 

قبل ذکر شد، آنزیمهایی که قادرند در دماهای بالا فعالیت و 

در  کاربرد  نظر  از  دهند،  نشان  خود  از  بالایی  پایداری 

فرآیندهای صنعتی از قبیل صنعت فراوری نشاسته در فرایند 

مایع سازی و قند سازی نشاسته بسیار قابل اهمیتاند، چرا که 

بنابراین، در  انجام هستند؛  بالا قابل  این فرآیندها در دماهای 

این پژوهش فعالیت و پایداری دمایی آنزیم آلفاآمیلاز تولید 

مو مختلف  دماهای  در  منتخب،  سویههای  توسط  رد شده 

به دست آمده مشخص  نتایج  اساس  بر  قرار گرفت.  بررسی 

آلفاآمیلاز   آنزیم  پایداری  و  فعالیت  بیشینه  در   TSG59شد 

درجه سلسیوس صورت گرفته است؛ این آنزیم در   ٥0دمای  

درجه سلسیوس تقریبا به طور   ٥0دماهای پایینتر و بالاتر از  

درجه  40و  30کامل غیر فعال بوده، با این وجود در دماهای 

درصد پایداری نشان داده است.  8٧و  ٦8سلسیوس به ترتیب 

 
1 Kolcuoğlu,.etal 

درجه   ٦0در دمای    TSG70آلفاآمیلاز سویه  حداکثر فعالیت  

پایداری  بررسی  در  که  صورتی  در  شد،  مشاهده  سلسیوس 

دمای   در  آنزیم  این  پایداری  بیشینه  مشخص شد    ٧0دمایی 

درجه سلسیوس بوده است. در یك مطالعه، فعالیت آلفاآمیلاز 

Bacillus sp. DR90    دمایی محدوده  درجه   30-9٥در 

فعالیت  حداکثر  است؛  گرفته  قرار  بررسی  مورد  سلسیوس 

درجه سلسیوس بوده و در  4٥آلفاآمیلاز تولید شده در دمای 

پیدا   ٧0-9٥محدوده   کاهش  تند  شیبی  با  سلسیوس  درجه 

( است  سال  ٢1کرده  در  آلفاآمیلاز ٢013(.  دمایی  فعالیت   ،

را مورد بررسی قرار داده    Bacillis licheniformisسویهای از  

م در  آنزیم  این  شد  مشخص  دماییو  درجه   ٦0-80حدوده 

بوده است ) بیشترین میزان فعالیت را دارا  (. در ٢٦سلسیوس 

تا    3٥در محدوده    Bacillus sp. DR90آلفاآمیلاز    ٢014سال  

درجه سلسیوس بیشترین میزان فعالیت و پایداری را نشان    ٧٥

درجه  ٧٥داد و دمای بهینه برای فعالیت و پایداری این آنزیم 

(. در مطالعه صورت گرفته توسط ٢٥سلسیوس به دست آمد )

، دمای بهینه برای فعالیت نوعی آمیلاز 1و همکاران    کلوگوعه 

بالا،   دمایی  مقاومت  با  و  شده    ٥0مالتوژنیك  معرفی  درجه 

( سال  18است  در  همکاران٢010(.  و  شفیعی  حداکثر   ٢، 

آلفاآمیلاز   پایداری  و  به   Nesterenkonia sp. Fفعالیت  را 

درجه سلسیوسگزارش دادند   3٥-٦0و  4٥ترتیب در دماهای  

آلفاآمیلاز 19) پایداری  و  فعالیت  حداکثر  همچنین   .)

Bacillus sp. ANT-6    درجه سلسیوس   ٥0و  80به ترتیب در

   (.٢8به دست آمده است )

 نتیجه گیری کلی:

در پژوهش حاضر، دو سویه مولد آلفاآمیلاز گرمادوست به 

 Bacillusو    Bacillus licheniformis AT59نامهای  

licheniformis AT70   از چشمههای آب گرم واقع در استان

قزوین جداسازی شدند. بررسی فعالیت و پایداری آنزیمهای 

، pHبه دست آمده، در حضور عوامل مختلف ز جمله دما،  

یونها و ترکیبات شیمیایی مختلف، صورت گرفته و مشخص 

 Bacillus licheniformisشد آنزیم به دست آمده از سویه  

AT70    از گسترده  دمایی  محدوده  درجه   ٧0تا    40در 

2 Shafiei,.etal 
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درجه سلسیوس   ٧0سلسیوس پایداری نشان داده و در دمای  

به  بنابراین آنزیمهای  بوده است.  پایدار  به طور صد در صد 

آنزیم   ویژه  به  پژوهش،  این  در  آمده   Bacillusدست 

licheniformis AT70   به دلیل پایداری دمایی بالا، به منظور

استفاده در صنعت فرآوری نشاسته و به ویژه در مرحله مایع  

سازی نشاسته مناسب میباشند. همچنین، آنزیمهای مورد نظر  

اند. فعالیت های قلیایی فعالیت بالایی از خود نشان دادهpHدر  

مختلف  شیمیایی  ترکیبات  حضور  در  نظر  مورد  آنزیمهای 

های ، غلظتهای مختلف نمك و همچنین شویندهSDSمانند  

آنزیمها تجاری مشاهده شد که حاکی از کاربرد گسترده این  

شد  مشاهده  این  بر  علاوه  میباشد.  مختلف  صنایع  در 

به دست آمده توانایی تجزیه نشاسته خام موجود  آنزیمهای 

بنابراین   و  داشته  را  خرما  همچون  کشاورزی  ضایعات  در 

پیشنهاد میگردد این ماده به عنوان سوبسترا برای تولید آنزیم 

آلفاآمیلاز در صنعت مورد استفاده قرار گیرد و همچنین می 

به محققین دیگر   این تحقیق  ادامه  را جهت  موارد زیر  توان 

 پیشنهاد  داد:

انجام کروماتوگرافی لایه نازك و آنالیز محصولات حاصل 

 از هیدرولیز نشاسته، جهت شناسایی دقیق آنزیم آلفاآمیلاز.

 جداسازی ژن آلفاآمیلاز .

کلون کردن ژن آلفاآمیلاز در میزان مناسب به منظور تولیدت 

 انبوه آن.

 مهندسی پروتئین آلفاآمیلاز جهت افزایش کاراییاینآنزیم.

اشعه  کریستالوگرافی  از  استفاده  با  آلفاآمیلاز  ساختار  تعیین 

X.  . 
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